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Abstract of FR2634891 

The present invention relates to a method and to a device for the qualitative and/or quantitative 
determination of a ligand present in a fluid, the determination being very simple to carry out 
and, where appropriate, easy to automate. 
The device according to the invention comprises, in combination: 

- means for bringing the test fluid sample F and the reactants A, B and C into contact; 

- a first reaction zone Z1 , arranged to receive a test fluid sample F and at least one liquid or 
solid labelled reactant A capable of recognizing at least one ligand L of interest possibly 
contained in the abovementioned sample, to form a soluble L-A complex; 

- a second reaction zone Z2, separate from the first, comprising a solid phase 21 containing an 
antigen and/or an antibody and/or a complement of DNA and/or a complement of RNA capable 
of reacting only with the labelled reactant(s) A not bound to the ligand L, to form, where 
appropriate an insoluble A-B complex; 

- a third reaction zone Z3, which contains a third reactant C for visualising the presence of the 
L-A complex, and, where appropriate 

- means 32 for reading the reaction visualised in the zone Z3; 

- means for automation of the sequential operation of the aforementioned means for bringing 
into contact and reading means. 
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(57) La presente invention est relative a un procede et a un 
atspositif pour la determination qualitative et/ou quantitative 
tres simple a mettre en ceuvre et eventuelement facHement 
automatisabte d'un ligand present dans un fluide. 
Le (fispositif selon llnvenubn comprend en combhaison : 

— des moyens de mise en contact de rechantHlon de fluide 
F a tester et des reactrfs A B et C: 

— une premiere tone de reaction Z, prevue pour recevoir 
un echantinon de fluide F a tester et au moins un reactrf A 
marque, Kqutde ou sofide. apte a recormaftre au moins un 
ligand L recherche; eventueflement contenu dans ledit echantil- 
Ion. pour former un complexe L-A soluble; 

— une deuxieme zone de reaction Z 2 dtstincte de la pre- 
miere, comprenant une phase sobde 21 contenant un entigene 
et/ou un anticorps et/ou un complement d*ADN et/ou un 
complement dARN epte a ne reagir qu'avec Ids) reactiffs) A 
marquefe) non liets) au ligand L pour former, eventuellement 
un complexe A-B insoluble; 

— une troisieme zone de reaction Z* qui contient un troi- 
sieme reactrf C de revelation de la presence du complexe L-A 
et, eventuellement; 
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— des moyens de lecture 32 de la reaction revelee dans la 
zoneZ 9 ; 

— des moyens d'automausstibn de la commande sequen- 
tielle desdits moyens de mise en contact et des moyens de 
lecture. 
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La presente invention est relative k un procede 
et A un dispositif pour la determination qualitative et/ou 
' quantitative tres simple k mettre en oeuvre et eventuelle- 
ment facilement automatisable d f un ligand present dans un 
5 fluid*. L'invention s'applique plus particulierement, mais 
non limitativeraeftt,, k la detection de la presence d'anti- 
corps, d'antigenes ou d'haptfcnes dans un fluide biologique, 
et notaminent au dosage de substances (telles qu'hormones, 
vitamines, enzymes, medicaments, etc.). 
° Les methodes de determination de la presence ou 

de la concentration de substances antigeniques dans des 
fluides biologiques, par voie immunologique , sont k present 
bien connues ; elles sont bashes sur la .formation d'un com- 
plete entre la substance antigenique k determiner et un ou 
15 des anticorps, l'un des composants du complexe pouvant §tre 
marque par une enzyme (telle que . peroxydase du ra.ifort, 
phosphatase alcaline ou B-galactosidase, par exemple) ou un 
element radioactif {tel que par exemple) pour per- 

mettre sa detection et/ou son analyse quantitative apres 
10 separation de l'antigdne ou de l 1 anticorps marque complexe, 
de l'antig&ne ou de 1' anticorps marque nor* complexe. 

Plusieurs modalites techniques sent utilisees. 
Dans les methodes de determination indirectes 
pour le dosage des anticorps par exemple, l'antigene est 
5 fixe sur un support approprie. L'echantillon k doser est 
ajoute et la fixation des anticorps est detectee par 1" ad- 
dition 4' anticorps anti-Ig couples k 1' enzyme et reveies 
quantitativement au spectrophotometre aprds addition du 
substrat de 1« enzyme. La quant ite d' anticorps marque asso- 
ciee au complexe est proportionnelle k la quantite de sub- 
stance antigenique contenue dans l'echantillon. 

Dans les methodes de determination par competi- 
tion, la substance antigenique contenue dans l'echantillon 
de liquid* k analyser entre en competition avec une quan- 
tite connue d'antig£ne marque par une enzyme pour une quan- 
tite .limitee de sites de fixation de 1* anticorps : la quan- 
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tit6 d'antigfcne marquS li6e k 1' anticorps est inversement 
proportionnelle k la quantity d'antigfcne contenue dans 
l'Schantillon. 

Des tests immunom4triques particulidrement 
adaptSs k la detection d'antigdnes polyvalents, c'est-a- 
dire de substances antig6niques capables de se complexer 
avec au moins deux anticorps en m§me temps, consistent k 
utiliser une quantity d' anticorps non marqu6 I16 k un sup- 
port solide insoluble dans le liquide k analyser, et une 
quantity d' anticorps soluble coup!6 k une enzyme, qui per- 
met la detection ou la determination quantitative du com- 
plexe ternaire form6 entre 1' anticorps en phase solide, 
l'antig^ne et 1' anticorps marquS. Ces m£thodes sont connues 
sous le nom de m6thodes "sandwich" ou "bi-site", du fait 
que l'antigfcne porte deux anticorps li6s k sa surface en 
deux sites diffSrents. 

Ces methodes consistent k mettre tout d'abord 
en contact 1* anticorps lie k la phase solide avec l'6chan- 
tillon k analyser, pour extraire l'antigfcne de i'echantil- 
lon, par formation d'un complexe binaire entre 1* anticorps 
en phase solide et l'antigene. 

Le complexe est ensuite mis en contact avec une 
solution contenant une quantite connue d' anticorps marqu6, 
1' ensemble devant §tre lave, puis la presence d' anticorps 
marqu6 sur le support solide lav6 est d6tect6e. 

De nombreux brevets d^crivent diff^rentes ap- 
plications de ces techniques (Brevet amdricain 
n" 4 174 384, Brevet americain n' 4 098 876, Brevet fran- 
9ais n* 81 15030, Brevet n 82 16973, par exemple). 

Ces diff6rentes methodes prSsentent n^anmoins 
un certain nombre c 1 mconvenients dans le cadre de dosages 
en s6ne k grande §cheile : 

- elles pr^sentent des difficulty d'automatisation notam- 
ment li£es au fait que le complexe k r6v61er est fixS k une 
phase solide ; ou bien 
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- elles eont limitees a certains types de molecules unique- 
ment (notamment haptenes ou proteines, par exemple) ; ou 
bien 

- elles necessitent un etalonnage fastidieux a realiser et 
de ce fait mal adapte a'l'echelle industrielle ; ou bien 

- elles presentent tous ces inconvdnients a la fois. 
La presente invention s'est en consequence 

donne pour but de pourvoir a un precede et a un dispositif 
pour la determination qualitative et quantitative, aisee a 
mettre en oeuvre; de la presence d'un ligand, dans un 
fluide, qui repondent mieux aux necessites de la pratique 
que les precedes et dispositifs visant au meme but proposes 
dans l'Art anterieur, notamment en ce que le P roc6d6 
conforme a r invention permet de detecter et/ou de determi- 
ner n'mporte quelle substance antigenique quelque soit la 
taille de celle-ci, e'est-a-dire, y compns les haptenes, 
et les substances diverses telles que medicaments ainsi que 
les anticorps ; en ce qu'il permet egalement de realiser 
lesdits. dosages en s6rie de par la simplicit6 du dispositif 
20 mis en oeuvre et en ce que le resultat est aisement in- 
tertable et n'entralne pas la realisation d'un etalon- 
nage rastidieux, en particular pour les haptenes, la 
reponse etant lineaire. 

La presente invention a pour ob jet un procede 
SS de determination qualitative et/ou quantitative de la pre- 
sence d'au moins un ligand L dans un fluide, caractense en 
ce qu'on met en contact, au cours d'une premiere etape, un 
echantuion de fluide F a analyser, avec au moins un pre- 
mier reactif A marque, liquide ou solide, choisi de maniere 
a ce que le complexe L-A forme au cours de cette etape soit 
soluble dans le fluide F a analyser , en ce qu'au cours 
d'une deuxieme etape, ledit echantillon dans lequel est 
eventuellement form* un ou plusieurs complexe(s) binaire(s) 
L-A, est mis en contact avec un deuxieme reactif b compre- 
nant un antigene et/ou un anticorps et/ou un complement ADN 
et/ou un complement ARM fixe(s) sur un support solide 



so 



2634891 



appropri£, apte k r^agir avec le(s) r6actif(s) A non li6(s) 
au ligand L, lors du passage dudit Schantillon k travers 
ledit ri§actif B pour obtenir un complexe A-B insoluble, et 
en ce qu'au cours d'une troisidme 6 tape, on met ledit 
5 6chantillon en contact avec au moins un troisi&me r£actif 
C, liquide ou solide, de revelation de la presence -ou de 
l 1 absence- du/des r^actif (s) A dans ledit Schantillon F,* la 
presence dudit (desdits) r£actif{s) A 4tant directement 
proportionnelle k la concentration du ligand L que- l 1 on 

10 cherche k de teeter. 

Le procgd£ permet, done, contrairement aux pro- 
c6d6s de l'Art ant£rieur, de ne jamais fixer le ligand sur 
une phase solide et permet de cette manidre un dosage 
simple et precis en phase liquide homogfcne/ 

15 Conform&nent a 1 1 invention; le r6actif A est 

marqu£ de mani&re appropn^e, notamment par une enzyme/ par 
un radioisotope, par un produit chimique chromophore fluo- 
rescent ou chimioluminescent . 

Ledit rSactif A comprend avantageusement un 

20 anticorps polyclonal ou monoclonal et/ou un antigdne et/ou 
un hapt^ne et/ou une sonde d'ADN et/ou une sonde d'ARN, 
seul ou en association avec un support solide. 

Le ligand est avantageusement un anticorps, 
toute substance antig£mque, notamment une substance 

2b chimique, telle qu'un medicament, un micro-organisme, 
notamment un virus ou tout autre micro-organisme aprds 
traitement approprig pour obtenir des antigdnes figures, un 
fragment d'ADN ou un fragment d'AHK. 

Conf ornament k 1' invention, lorsque le ligand k 

10 dStecter est un fragment d^ADN ou d'ARN, l'6chantillon k 
tester est, prSalablement k la detection, traits de manifcre 
appropri£e. 

Conf ornament k V invention, le support du r6ac- 
tif B, et dans le cas oh le rSactif A et/ou le r^actif C 
35 comportent un support solide, ce dernier est const itu6 
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d'une membrane et/ou d'une colonne d'af finite . et/ou d'un 
tube approprie. 

i»edit support peut §tre en materiaux divers 
tels que fibre de verre, polyamide, papier, gel de silice, 
5 agarose, polymeres, tels que sepharose, sephadex, polyvi- 
nyl, polystyrene, polypropylene, alginates. 

Lorsque la phase solide du reactif B est une 
colonne d* affinity celle-ci contient preferentiellement un 
gel de silice. 

iC I>e reactif B est, alors, un gel de silice ac- 

tive par un antigene, un haptene, un anticorps, un compie- 
, ment ADN ou un complement ARN apte a reagir avec le reactif 
A. 

L' anticorps, I'antigene ou 1' haptene fixe sur 
it le support solide du reactif B est avantageusement lden- 
tique au ligand recherche. 

On tel reactif B permet d'eiimmer le reactif A 
. marque, aucas ou celui-ci est sous forme libre. 

Selon une disposition avantageuse du procede 
2C confbrae d V invention, le reactif B comprend un anticorps 
monoclonal choisi dans le groupe qui. comprend des anticorps 
specif iques anti-r6actif A, des anticorps anti-idiotype ap- 
propries, des fragments ant i -Fab appropries. 

Conforraement & V invention, on regendre 
25 eventuellement les reactifs A et/ou B et/ou C par un reac- 
tif approprie entre deux series de dosages ou un nombre 
determine de dosages. 

La presente invention a egalement pour objet un 
dispositif pour la mise en oeuvre du procede conforme & 
30 l'invention, caracterise en ce qu'il comprend en combinai- 
son : 

- des moyens de mise en contact de I'echantillon de fluide 
F & tester et des reactifs A, B et C ; 

- une premidre zone de reaction Zi prevue pour recevoir un 
35 echantillon de fluide F a tester et au moms un reactif A 

marque, liquide ou solide, apte * reconnaitre au moins un 
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ligand L recherche, eventuellement contenu dans ledit 
echantillon, pour former un complexe L-A soluble ; 

- une deuxidme zone de reaction Zi distincte de la pre- 
miere, comprenant une phase solide contenant un antig£ne 
et/ou un anticorps et/ou un complement ADN et/ou un comple- 
ment ARN apte h ne reagir qu'avec le(s) reactif (s) A mar- 
quees) non lie(s) au ligand L, pour former, eventuellement 
un complexe A-B insoluble ; 

- une troisieme zone de reaction Za qui contient au moins 
un troisieme reactif C de revelation de la presence du 
complexe L-A et, eventuellement 

- des moyens de lecture de la reaction reveiee dans la zone 
Za ; 

- des moyens d'automatisation de la commande sequentielle 
desdits moyens de mise en contact et des moyens de lecture. 

La mise en contact peut s'operer soit par des 
moyens de capillarite, gravite ou encore par. des moyens de 
circulation tels que pompes, centrifugeuses. 

Selon encore un autre mode de realisation du 
dispositif conforme & 1* invention, la zone -Zi comprend, en 
outre, des moyens d' introduction du/des react if (s) A mar-. 
que(s) et/ou du/des echantillon(s) k tester. 

On prevoit egalement dans la zone Za des moyens 
d 1 introduction du/des reactif s C. 

En variante, les trois zones Zi, Zi et Za com- 
prennent une phase solide appropriee, conforme h 
V invention. 

Selon une disposition de cette variante du dis- 
positif conforme k l 1 invention, les trois zones de reaction 
sont des membranes appropriees. 

Selon une modalite de. cette disposition, les- 
dites membranes sont avantageusement choisies dans le 
groupe qui comprend les membranes en fibre de verre, les 
membranes en polyamide, les membranes cellulosiques. 

Le procede conforme h 1' invention a I'avantage 
d'Stre un procede en phase homogdne car la circulation 
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d'une mdme phase liquide, representee par 1 'echantillon k 
analyser, est effective k travers differentes zones. Dans 
un tel procede, le ligand k doser n'est jamais fixe sur une 
queiconque phase solide. 

Ces deux caracteristiques dudit procede permet- 
. tent d'eviter les lavages et permettent, egalement, si on 
le desire, une autoiatisation simple k mettre en oeuvre. 

Outre les dispositions qui precedent, l* inven- 
tion coiaprend encore d'autres dispositions qui ressortiront 
xo de la description qui va suivre qui se refdre k des 
exemples de raise en oeuvre du procede conforme k 1' inven- 
tion et k une description detainee du dispositif avec 
reference au dessin annexe dans lequel :* 

- la Figure 1 represente une vue schematique 
15 illustrant lin mode de mise en' oeuvre du procede.de 1' inven- 
tion ; 

- la Figure 2 represente une vue schematique, 
en coupe, illustrant un mode de realisation de I 1 installa- 
tion. 

-° doit etre bien entendu, toutefois que ce 

dessin et les parties descriptive* correspondantes , ainsi 
que les exemples sont donnes uniquement k tirre d 1 illustra- 
tion de l'ob^et de 1" invention, dont lis ne constituent en 
aucune «ani6re une limitation. 
:5 > e procede selon l f invention, de determination 

qualitative et quantitative de la presence d'au moins un 
ligand dans un fluide est illustre sur la Figure 1. 

On echantillon de fluide F, par exemple, mais 
non limitativement du serum, est introduit dans la zone Zi, 
0 dans laquelle est egalement introduit le/les reactif(s) A 
par 1 9 mtermediaire des moyens d* introduction 11. Lorsque 
1* invention prevoit le dosage de plusieurs ligands diffe- 
rents dans un m§me echantillon, le/les reactif(s) A 
est/sont introduit(s) sequent iellement. 
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Si le ligand k detecter est present dans 
l'echantillon, un complexe binaire L-A se forme au niveau 
de la zone Zi . 

Les moyens de mise en contact, non representes, 
sont, dans ce mode de mise en oeuvre, une pompe assurant le 
passage des echanti lions et des react if s en flux continu. 

L*6chantillon, contenant eventuellement les 
complexes L-A solubles dans l'echantillon traverse ensuite 
la zone Zz, comprenant le reactif B, qui comporte dans la 
realisation representee comme support solide, une* colonne 
d 1 affinity 21 en gel de silice, active par un anticorps ou 
un antigene ou une sonde d'ADN ou une sonde d'ARN apte k 
reagir avec le reactif A non lie au ligand ; le passage cL 
rravers la zone Zi permet d'eliminer le reactif A sous 
forme libre. 

Apres le passage de l'echantillon dans la zone 
Zi, ce dernier traverse la zone Zz qui comprend des moyens 
d* introduction 31 d'au moms un reactif C specif ique du/des 
marqueur(s) du/des reactif (s) A et des moyens de detection 
32 de l'apparition d'une coloration, d* une • fluorescence, 
d'une luminescence ou d'une radioactivity. La presence du 
reactif A, detectee dans la zone 23 est directement propor- 
tionnelle k la concentration du ligand que l'on cherche k 
detecter. 

Dans la realisation representee, les moyens 32 
sont un spectrophotometre ; la lecture de la reaction colo- 
ree a lieu k 405 nm. 

Dans les differentes zones Zi, Zz, Za, le temps 
de mise en contact est regie en fonction du temps de 
d* incubation necessaire k l'eventuelle fqrmation desdits 
complexes biriaires L-A dans la zone Zi, k I'eventuelle for- 
mation d'un complexe A-B dans la zone Zz et k I'eventuelle 
revelation du complexe L-A dans la zone Za, par l 1 interme- 
diate des moyens d' automat isat ion. 

Dans ce mode de mise en oeuvre du procede 
conforme k 1 4 invention , l'echantillon k analyser est intro- 
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duit en flux, le reactif A etant, lui, introduit s6quen- 
tiellement par les moyens d' introduction 11 ; en ce cas, le 
dispositif est adapts k n'importe quel type de dosage. 

En variante, le reactif A est introduit en flux 
dans la zone. 2 i et c'est le/les echantillon(s) A analyser 
qui est /son t introduit (s) sequentiellement par l'interme- 
diaire des moyens d* introduction 11. En ce cas, le disposi- 
tif est specif ique au reactif A choisi. 

La Figure 2 represente . une vue schematique en. 
coupe, illustrant un autre mode de mise en oeuvre du pro- 
cede conforrae k 1* invention. 

Dans ce mode de mise en oeuvre du procede, 
I'echantillon k analyser est introduit par gravity ou par 
capillarity dans ia zone Z\ qui se presente sous la forme 
d'une membrane, le reactif A etant alors sous forme lyophi- 
lisee et non lie k ladite membrane. 

Si le ligand L . k detecter est present dans 
1'echantillon, un complexe bmaire L-A soluble dans 
l'echantillon se forme au niveau de la zone Zi. 

La circulation d'une zone k une autre est rea- 
lisee, dans ce mode de mise en oeuvre, par capillarity. 

L'echantillon contenant eventuellement les com- 
plexes L-A traverse ensuite la zone Zi comprenant un reac- 
tif B, qui comporte dans la realisation representee une 
membrane dans laquelle est lie un anticorps ou un antigdne 
ou w complement ADK ou un complement ARN apte k r6agir 
avec le reactif A non lie au ligand L, et formant, alors un 
complexe A-B. Le passage k travers la zone Zz permet 
d'dliminer le reactif A, present sous forme libre. 

. Aprds le passage de l'echantillon dans la zone 
Zz, ce dernier traverse la zone Zj, qui est constituee 
d'une trpisieme membrane appropriee sur laquelle est dis- 
perse le reactif C de revelation. 

Dans ce mode de mise en oeuvre la lecture de la 
revelation est uniquement visuelle. 
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La presence du reactif A. est detectee dans la 
zone Za uniquement qualitativeroent et est liee k la pre- 
sence du ligand L que l'on cherche k detecter. 
KXEMPLK 1 : -DOSAGE DB L'HCG (HORMONE POLYP KPT ID I QUE) : 
5 Description des reactifs : 
. Reactif A : 

On utilise un fragment F(ab) 1 d'anticorps mono- 
clonal de souris, specif ique de la chaine 8 de 1'hCG, mar- 
que k la phosphatase alcaline d'intestin de veau. La dilu- 
A o tion d'utilisation est preparee k partir d f une solution 
mftre k 1 mg/ml, dilute dans une matrice proteique d'origine 
animale. 

. Reactif B : 

On utilise une colonne remplie de 0,2 cm 3 de 
i£ gel de silice active k la glutaraldehyde, sur laquelle de 
1'hCG est liee par liaison covalente k une concentration de 
3 000 Ul/g de silice. 

. Reactif C : 

Le reactif C de revelation utilise est le 
20 paranitrophenyl phosphate, hydrolyse en paranitrophenol 
sous 1' action de la phosphatase alcaline coupiee .au frag- 
ment F(ab) 1 d'anticorps monoclonaux de souris, specifique 
de la chaine 6 de 1'hCG (reactif A). La concentration de la 
solution utilisee est de 6 g/1. 
25 Methodologie : ' 

Le serum k tester est incube avec le reactif A 
anti-hCG marque k la phosphatase alcaline ; 1'hCG pr6sente 
dans le serum se complexe avec ledit reactif A qui est pre- 
sent en exc&s. 

so Ce melange est passe dans la colonne contenant 

le gel de silice active par de 1'hCG qui capte le reactif A 
n'ayant pas reagi avec 1'hCG presente dans le serum. 

L'activite enzymatique de I'eiuat e6t mesuree 
grSce au reactif C de revelation ; elle est proportionnelle 

35 k la quantite d'hCG presente dans 1 1 echantillon . 
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BXBMPM 2 : DOSAGE DE LA T4 TOT ALE (HORMONE HAPTEKIQUE ) : 

Description des rSactifs : 

. R6actif A marque : 
.On utilise un fragment F(ab) r d'anticorps mono- 
5 clofaal de souris, specif ique de la T4, raarqu£ k la phospha- 
tase alcaline d'intestin de veau. La dilution d'utilisation 
est pr«par'6e k partir d'une solution raSre k 1 rag/ml, dilute 
dans urie matrice prot6ique d' origins animale. Dans cette 
dilution se trouve 6galement de l'ANS (acide ammo-8 naph- 
> taldne sulfomque) k la concentration de 400 rag/1, servant 
k liMrer la T4 des prolines porteuses. 

. R6actif B : ' 
On utilise une colonne remplie de 0,2 cm 3 de 
gel de silice activ* k la glutaral'dehydre, sur laquelle la 
» T4 est coupl^e sous forme d*un complexe T4-BSA, k la 
concentration suivante : 100 mg d' Equivalent proline du 
complete T4-BSA pour lg de silice. 
. REactif C ; 

Le rEactif C utilise est le paranitrophEnyl 
phosphate hydrolysS en paranitrophEnol sous 1' action de la 
Phosphatase alcaline couplSe au fragment F(ab)» d'anticorps 
monoclonal de souris, spEcifique de la T4 (rEactif A)\ La 
concentration de la solution utilisEe est de 6 g/1. 
MEthodologie : 

Le sErum k tester est incubE avec le r6actif A 
raarquE anti T4 contenant de l'ANS. 

L'ANS libfcre la T4 de ses prolines et celle-ci 
se fixe sur le rtactif A raarquS (qui est present en excds) 
pour doaner un complexe binaire L-A. 

Ce melange est pass6 dans la colonne et le 
conjuguE en excds n'ayant pas rEagi est captE par les mo- 
lecules de T4 fixEes sur le gel. 

Le complexe T4-anti-T4-phosphatase alcaline 
(PAL) est present dans l'Eluat et peut Stre dos* grace au 
•rdactif C. Le signal obtenu est proportionnel k la concen- 
tration de T4 de 1'Schantillon. 
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EXEMPLB 3 : SEROLOGIB DB LA TOXOPLASMOSE (DOSAGE D'ANTI- 

CORPS) : 
Description des r^actifs : 

. R6actif A : 

II s'agit d'un complexe antigfcne toxoplasme- 
F(ab) 1 d' anticorps polyclonal de lapin antitoxoplasme mar- 
que & la phosphatase alcaline d'intestin de veau. Les pro- 
portions utilises sont de 5 »g d'antigSne pour 1 m$ 
d'anticorps marqu6. 

. R6actif B : 

On utilise une colonne remplie de 0,2 cm 3 de 
gel de silice active k la glutaraldShyde , sur laquelle on 
fixe par liaison covalente de l'anticorps .polyclonal de 
lapin antitoxoplasme, & la concentration de 100 mg d'anti- 
corps/g de silice. 

. R6actif C : 

Le rSactif C utilise est le paranitrophenyl 
phosphate, hydrolys6 en paranitrophSnol sous 1' action de la 
phosphatase alcaline coup!6e au complexe (r6actif A). La 
concentration de la solution utilisSe est de 6 g/1. 
M£thodologie : 

Le s.6rum est incub6 avec le r^actif A (complexe 
antigene toxoplasme-anticorps polyclonal de lapin marqu6 & 
la PAL, en exc&s dans ce melange). 

Ce melange est ensuite pass£ dans la colonne de 
gel de silice active par un anticorps de lapin antitoxo- 
plasme, celui-ci capte I 1 antigene toxoplasmique marque 
n'ayant pas r£agi. 

Le complexe anticorps (du s£rum) antitoxoplas- 
mique/antig^ne marqu6 par le conjugu6 antitoxoplasme de la- 
pin-PAL se trouve dans l'dluat et peut §tre dos6 grace au 
r^actif C. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr£c£de, l 1 in- 
vention ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise 
en oeuvre et d 1 application qui viennent d'§tre dScrits de 
fagon explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
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variantes qui peuvent venir & I 1 esprit- du technicien en la 
aatifcre, sans s'^carter du cadre, ni de la port6e de la 
presents invention. 
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RE VEND I CAT IONS 
l m ) Procede de determination qualitative et/ou 
quantitative de la presence d f au moins un ligand L dans un 
fluide, caracterise en ce qu'on met en contact, au cours 
d'une premidre etape, un echantillon de fluide F & analy- 
ser, avec au moins un premier reactif A marque, liquide ou 
solide, choisi de manidre k ce que le complexe L-A forme au 
cours de cette premiere etape soit soluble dans le fluide F 
a analyser , en ce qu'au cours d'une deuxifcme etape, ledit 
echantillon dans lequel est eventuellement f onn6 un*. ou plu- 
sieurs complexe(s) binaire(s) L-A, est mis en contact avec 
un deuxiSme reactif B comprenant un antigdne et/ou un 
anticorps et/ou un complement d'ADN et/ ou un complement 
d'ARN fixe(s) sur un support solide appropne, apte k 
reagir avec le(s) reactif (s) A non lie.(s) au ligand L, lors 
du passage dudit echantillon A travers ledit reactif B pour 
obtenir un complexe A-B insoluble et en ce qu'au cours 
d'une troisieme etape, on met ledit echantillon F en 
contact avec au moins un troisi£me reactif C, -liquide ou 
solide, de revelation de la presence -ou -de I'absence- 
du/des reactif(s) A dans ledit echantillon, la presence 
dudit (desdits) reactif(s) A etant directement proportion- 
nelle a la concentration du ligand L que l'on cherche & de- 
tecter. 

2') Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que le reactif A est marque de manidre appro- 
pri6e (par une enzyme, par un radioisotope, par un produit 
chimique chromophore fluorescent ou chimioluminescent) . 

3') Procede selon la revendication 2, caracte- 
ris6 en ce que le reactif A comprend avantageusement un 
anticorps polyclonal ou monoclonal et/ou un antigfcne et/ou 
un haptene et/ou une sonde d'ADN et/ou une sonde d'ARN, 
seul ou en association avec un support solide. 

4*) Procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 k 3, caracterise en ce que le support du reactif 
B et, dans le cas oft le reactif A et/ou le reactif C com- 
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portent un support solide, ce dernier est constitue d'une 
membrane et/ou d'une colonne d 1 affinity et/ou d'un tube ap- 
propria. 

5') Proc6d6 selon la revendication 4, caractS- 
ris6 en ce que lorsque'la phase solide du r^actif B est une 
colonne d'affinit^, celle-ci contient pr6ferentiellement un 
gel de si lice. 

6') Proc$d6 selon la revendication 1, caract6- 
ris6 en ce que 1' anticorps, l'antigtae ou l'hapttee fix£. 
sur le support solide du rSactif B est avantageuseraent 
identique au ligand recherche. 

7*) Proc6d6 selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 et 6, caract6ns6 en ce que le reactif B comprend 
un anticorps monoclonal choisi dans le groupe qui comprend 
des anticorps sp^cifiques anti-rtactif A # des anticorps 
anti-idiotype appropri^s, des fragments anti-Fab appro- 
pri6s. 

8') Proc6d6 selon I 1 une quelconque des reven- 
dications l a 7, caract6ris£ en ce qu'on r6g6n6re 6ventuel- 
lement.les r^actifs A et/ou B et/ou c par un reactif appro- 
pri4 entre deux series de dosages ou un nombre d6terrain6 de 
dosages. 

9 ) Proc6d6 selon la revendication 1, 
caract§ris£ en ce que lorsque le ligand a d6tecter est un 
fragment d'ADN ou un fragment d 1 ARN, l^chantillon a tester 
est, prealablement a la detection, traits de mani&re 
appropnSe. 

10 ) Dispositif pour la raise en oeuvre du pro- 
c£d6 selon i'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caract£ris6 en ce qu'il comprend en combinaison : 

- des moyens de mise en contact de l'^chantillon de fluide 
P i tester et des reactifs A, B et C ; 

- urie' premi&re zone de reaction (Zi) prSvue pour recevoir 
un £chantillon de fluide F a tester et au moins un reactif 
A marqud, liquide ou solide, apte a reconnaltre au moms un 



2634891 



16 

ligand L recherche, eventuellement contenu dans ledit 
echantillon, pour former un complexe L-A soluble ; 

- une deuxifcme zone de reaction (22) distincte de la pre- 
miere, comprenant une phase solide (21) contenant un 
antigfcne et/ou un anticorps et/ou un complement d'ADN et/ou 
un complement d'ARN apte h ne reagir qu'avec le(s) 
reactif (s) A marque(s) non lie(s) au ligand L, pour former, 
eventuellement un complexe A-B insoluble; 

- une troisi&ne zone de reaction (23) qui contient un troi- 
sidme reactif C de revelation de la presence du complexe L- 
A et, eventueliement 

- des moyens de lecture (32) de la reaction reveiee dans la 
zone 23 ; 

- des moyens d' automatization de la commande sequentielle 
desdits moyens de mise en contact et des moyens de lecture. 

11 s ) Dispositif selon la revendication 10, 
caracterise en ce que la zone (2i> comprend, en outre, des. 
moyens d' introduction (11) du/des reactif(s) A marqiie(s) 
et/ou du/des echantillon( s) & tester. 

12') Dispositif selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'on prevoit egalement dans la zone (2a) 
des moyens d 1 introduction (31) du reactif C. 

13' j Dispositif selon la revendication 10, ca- 
racterise en ce que les trois zones (2i)> (22) et (2a) 
comprennent une phase solide appropriee, selon la 
revendication 4. 

14*) Dispositif selon la revendication 13, ca- 
racterise en ce que les trois zones de reaction sont des 
membranes appropriees. 

15*) Dispositif selon' la revendication 14, ca- 
racterise en ce que lesdites membranes sont avantageusement 
choisies dans le groupe qui comprend les membranes en fibre 
de verre, les membranes en polyamide, les membranes 
cellulosiques. 
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